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Resistenzselektion in vitro am Beispiel des Systems Kartoffel/ 
Phytophthora infestans (Mont.) De Bary 
In vitro selection for resistance exemplified by the system potato/Phytophthora infestans (Mont.) De Bary 
Von 8. Foroughi-Wehr und K. Stolle 
Zusammenfassung 
Bei Kartoffelgewebekulturen wurde untersucht, wie sich 
Genotypen mit unterschiedlichen Resistenzformen in vitro 
gegenüber Phytophthora infestans verhalten. Zur Bonitur 
diente die Zuwachsrate vom Kallus auf Kulturmedium, dem 
Filtrate des Mediums zugesetzt waren, auf dem der Pilz ca. 
3 Wochen abiotisch gewachsen war. Das Filtrat des Pilznähr­
mediums enthält toxinähnliche Substanzen, die Kartoffelknol­
lengewebe innerhalb weniger Tage zum Absterben bringen. 
Die von anfälligen Kartoffelkulturen stammenden Kalli zeig­
ten eine konzentrationsabhängige Wachstumshemmung. 
Dagegen wuchs Kallus von einem resistenten dihaploiden 
Klon zunächst ungehemmt auf toxinhaltigem Medium, wurde 
aber nach 4 Wochen schwarz und nekrotisch. 
In beiden Fällen war somit eine Reaktion auf den Toxinzu­
satz erkennbar. Bei toxinbedingter verminderter Wachstums­
rate kann auf mutierte Klone (,Somaklone') mit normaler 
Wachstumsrate selektiert werden, aus denen möglicherweise 
Pflanzen mit erhöhter Phytophthora-Resistenz hervorgehen. 
Da sich Resistenz in vitro aber auch mit der Lokalisierung des 
Befalls durch schnelles Absterben der befallenen Zellen aus­
prägt, sollten dabei nekrotische Somaklone nicht als anfällig 
verworfen werden, weil dies ein Hinweis auf Überempfind­
lichkeit und damit auf Resistenz sein könnte. Die Vermutung, 
daß die Nekrosen am Kallus auf Phytoalexinbildung zurückzu­
führen seien, bestätigten sich nicht. 
Abstract 
lt was tested in tissue cultures of potato, how genotypes with different 
modes of resistance reaet to Phytophthora infestans infection in vitro. 
The increase of callus growth was measured on medium supplemented 
with filtrates of the medium, on which the fungus grew for 3 weeks 
abiotically. The filtrate of the fungal culture medium contains toxin 
like compounds, which kill potato tuber tissue within a few days. Calli 
from susceptible potato clones showed a decreased growth rate depen­
dent on the toxin concentration. Calli from a resistant dihaploid clone, 
however, grew initially uninhibited, but turned black and necrotic 
after one month of culture. 
In both instances calli expressed a reaction to the toxin. In the case 
of a toxin dependent reduced growth rate, one can select for mutant 
clones (somaclones) with a normal growth rate, which may grow into 
plants with an increased Phytophthora resistance. As resistance is 
manifested also by localizing the infection through rapid death of the 
infected cells in vitro, necrotic calli should be saved, as this might be a 
sign of hypersensitivity and consequently of resistance. The assump­
tion that necrosis of calli was caused by accumulation of phytoalexin 
could not be proven. 
Eine unabdingbare Voraussetzung für die Züchtung krank­
heitsresistenter Pflanzen ist der Test auf Widerstandsfähigkeit 
gegen den jeweiligen Erreger. Die bisher gebräuchlichsten 
Methoden dieser Resistenzprüfung werden auf dem Feld an 
der ganzen Pflanze oder im Labor an kleinen Pflanzenteilen 
durchgeführt. Mit der Entwicklung von Zell- und Gewebekul­
turtechniken hat man bei einigen pilzlichen und bakteriellen 
Krankheiten die Möglichkeit, Gewebestücke oder Zellen im 
Reagenzglas oder in der Petrischale in vitro zu testen. Dabei 
läßt man Pflanzen und Erreger zusammen wachsen und selek­
tiert anschließend auf gesundgebliebene Zellen oder Gewebe­
teile, aus denen dann funktionsfähige Pflanzen regeneriert 
werden. Es ist auch möglich, Toxine, die der Erreger ausschei­
det, als selektives Agens zu verwenden. Auch hier wird auf 
Überlebende selektiert. Diese Tests können unter genau kon­
trollierten Bedingungen, d. h. von der Umwelt unabhängig 
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und damit jederzeit reproduzierbar, durchgeführt werden. 
Gleichzeitig kann man eine große Individuenzahl auf kleinem 
Raum, z. B. in der Petrischale, prüfen. Damit wird ein Vorteil 
des Pathogens, seine schnelle Anpassungsfähigkeit gegenüber 
dem Wirt aufgrund seiner großen Populationen, ausgeglichen. 
In der Regel können derartige In-vitro-Tests aber nur als 
Vortest bzw. zur Negativselektion eingesetzt werden; ein 
Feldtest unter natürlichen Infektionsbedingungen mit einer 
dann aber erheblich eingeschränkten Pflanzenzahl muß die In­
vitro-Ergebnisse absichern. 
Für die Kartoffel ist ein entsprechendes In-vitro-Selektions­
system auf Resistenz gegenüber dem Erreger der Kraut- und 
Knollenfäule (Phytophthora infestans) entwickelt worden. 
Dieser Pilz scheidet in flüssiges Nährmedium toxische Sub­
stanzen aus, die zur Selektion eingesetzt werden können 
(BEHNKE, 1979). Obwohl die chemische Natur dieser Substan­
zen noch weitgehend unbekannt ist, werden sie im folgenden 
der Einfachheit halber als ,Toxine' bezeichnet. Die Toxinkon­
zentration wurde so hoch gewählt, daß nur etwa 10 % der Kalli 
überlebten. Die Kalli wurden anschließend 5mal auf ein 
Medium mit der gleichen Toxinkonzentration gesetzt und die 
dann noch Überlebenden zu Pflanzen regeneriert. Resistenz­
tests im Gewächshaus an 173 Pflanzen von ca. 42 000 Aus­
gangskalli zeigten, daß der Durchmesser der Lokalläsionen 
nach künstlicher Inokulation mit Phytophthora-infestans­
Sporangien im Vergleich zu unselektierten Kontrollpflanzen 
signifikant verkleinert war, die Anzahl der Lokalläsionen war 
dagegen nicht reduziert (BEHNKE, 1980). Das bedeutet, daß 
nur die Wachstumsrate des Pilzes oder die Sporulationsge­
schwindigkeit vermindert war, nicht jedoch die Infektionsrate. 
Eine abschließende Testung auf dem Feld scheiterte bisher 
daran, daß die Klone von verschiedenen anderen Krankheits­
erregern wie Viren, Erwinia sp. oder Alternaria sp. vor dem 
Erstauftreten von Phytophthora infestans befallen wurden 
(WENZEL et al., 1984). Inzwischen sind weitere Untersuchun­
gen durchgeführt worden, um die Reaktion zwischen Wirt und 
Pathogen im Kartoffel-/ Phytophthora-infestans-System aufzu­
klären (DOKE, 1982; DOKE et al., 1980). 
Material und Methoden 
Zunächst wurde die Effektivität der toxischen Reaktion an der 
Zunahme des Sproßwachstums von 2 Klonen in vitro ermit­
telt. Sproßkulturen von Klon Nr. 15 und 17 wurden auf einem 
modifizierten Murashige-&-Skoog-(MS-)Medium (MURA­
SHIGE and SKOOG, 1962) herangezogen. Von diesen wurden 
1 cm lange Sproßspitzen geschnitten und auf unterschiedlich 
toxinhaltigem MS-Medium 3 Wochen bei 25 °C im 12-Stun­
den-Tag kultiviert. Anschließend wurden Wurzelbildung und 
Sproßwachstum gemessen. 
Unter standardisierten Bedingungen wurden Flüssigkultu­
ren von P. infestans, Pathotyp 1, hergestellt (STOLLE und 
SCHOBER, 1982) und nach zweiwöchiger Kulturdauer Kultur­
filtrate gewonnen. Das darin enthaltene Toxin wurde durch 
Ultrafiltration mit Membranen, deren Ausschlußgrenze bei 
einem Molekulargewicht von 10 kD liegt, von niedermoleku­
laren Substanzen getrennt (STOLLE und SCHOBER, 1984), zur 
Aufbewahrung gefriergetrocknet und zur Durchführung der 
einzelnen Versuche in destilliertem Wasser resolubilisiert. 
Appliziert man diese toxischen Substanzen auf Knollenge­
webe, so bringt es dort die Zellen innerhalb weniger Tage zum 
Absterben und löst dabei auch eine Akkumulation von Phy­
toalexinen aus. Der erstgenannte Vorgang konnte auch als 
Abwehrreaktion an der intakten Pflanze beobachtet werden. 
Es wird deshalb davon ausgegangen, daß auch die isolierten 
Substanzen allein Resistenzmechanismen an der Kartoffel-
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Abb. 1. Kartoffelsproßkulturen auf toxinfreiem (rechts) und toxinhal­
tigern Medium. 
knalle hervorrufen. Es kann jedoch noch nicht definitiv ent­
schieden werden, ob diese Resistenzmechanismen immer mit 
jenen identisch sind, die auch bei der Abwehr des Erregers an 
der Pflanze eine Rolle spielen, da bisher keine Korrelation 
zwischen der Reaktion der Knolle auf die toxisch wirkenden 
Substanzen und den Resistenzeigenschaften der Pflanze 
gefunden werden konnten. So zeigen Sorten mit guter Feldre­
sistenz einmal eine starke nekrotische Reaktion der Knollen 
auf das isolierte Toxin wie z. B. 'Datura', dagegen reagieren 
andere Sorten, z. B. 'Titana', mit ebenfalls guter Feldresistenz 
auf den Knollentest überhaupt nicht. 
So wurde· bei den Sorten 'Titana', 'Erstling', 'Hansa' und 
'Datura' mit unterschiedlichem Resistenzverhalten im Feld 
und im Knollentest die Wundkallusbildung an Kartoffelblatt­
stücken in vitro ermittelt. Dem Medium für eine Kallusbil­
dung wurde das teilgereinigte Toxin in unterschiedlicher Kon­
zentration zugefügt. Die Konzentration war stets auf das in 
einer definierten Menge Kulturfiltrat vom Pilz gebildete Toxin 
bezogen. Alle verwendeten Medien wurden sterilfiltriert. 
Gleichzeitig wurde das Wachstum von zwei dihaploiden 
Kallusklonen, die als Pflanzen unterschiedliche Feldresistenz 
gezeigt hatten, auf einem modifizierten MS-Grundmedium 
mit steigender Toxinkonzentration getestet. 
Darüber hinaus wurde der Kallus, der auf den unterschiedli­
chen Toxinkonzentrationen gewachsen war, auf Phytoalexine 
untersucht. Dabei wurde die von HENFLING und Kuc (1979) 
ausgearbeitete Methode der Extraktion und der gaschromato­
graphischen Bestimmung angewendet. Für jede Analyse wur­
den 4 g frischer Kallus eingesetzt. Die Nachweisgrenze für 
Rishitin und für Lubimin lag bei 1 µg/g Frischgewicht. 
Ergebnisse 
Die Zunahme des Sproßwachstums auf Medium mit unter­
schiedlichen Toxinkonzentrationen zeigt Tabelle 1. Daraus 
geht hervor, daß mit zunehmender Toxinkonzentration das 
Sproßwachstum der beiden untersuchten Klone abnimmt. 
Auch bei den höchsten Toxinkonzentrationen wuchsen die 
Sprosse noch, jedoch gegenüber der Kontrolle verringert. Die 
Unterschiede zwischen den beiden Toxinkonzentrationen sind 
nicht signifikant. 
Abbildung 1 zeigt das Wachstum von Kartoffelsprossen auf 
toxinfreiem und toxinhaltigem Medium. 
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Abb. 2. Kallus zweier dihaploider Kartoffelklone: feldresistenter Klon 
(obere Reihe), anfälliger Klon (untere Reihe), auf Mfdier mit zuneh-
mender Toxinkonzentration (links ohne Toxin). 
Die Wundkallusbildung an Blättern der Sorten 'Datura', 
'Erstling', 'Hansa' und 'Titania' war annähernd gleich. Alle 
Sorten bildeten auf den Medien mit und ohne Toxinzugabe 
nach 2-3 Wochen Kallus an den aufgelegten Blattstücken. 
Auch bei 3fach erhöhter Toxinzugabe im Medium wurde die 
Kallusbildung an den Blättern nicht verhindert, lediglich bei 
der Sorte 'Datura' trat eine Verzögerung der Wundkallusbil­
dung auf. 
Es kann daraus geschlossen werden, daß das gereinigte 
Toxin in den verwendeten Konzentrationen bei den Blättern 
keine Absterbeerscheinungen hervorruft, also auch hier 
andere Mechanismen als an der Knolle oder an der intakten 
Pflanze im Feld wirksam sein müssen. Zur weiteren Klärung 
wird untersucht, wie der Kallus aus diesen Blättern auf unter­
schiedlichen Toxinkonzentrationen wächst. 
An zwei dihaploiden Kallusklonen, die auch unterschiedli­
che Feldresistenz gezeigt hatten, wurden unterschiedliche 
Resistenzreaktionen festgestellt. Ein Klon wuchs auch auf der 
höchsten Toxinkonzentration zunächst normal weiter, jedoch 
wurde das Gewebe nach ca. 4 Wochen Kulturdauer schwarz 
und nekrotisch. Dieser Kallus stammte von Pflanzen, die eine 
gute Feldresistenz aufwiesen. Der von anfälligen Pflanzen 
stammende Klon zeigte mit steigender Toxinkonzentration 
eine zunehmende Wachstumshemmung (Abb. 2). Die erste 
Reaktion stimmt mit der von Kartoffelknollengewebe einiger 
Sorten überein, das bei Anwesenheit von Toxin ebenfalls 
schwarz wird, d. h. überempfindlich und damit letztlich resi­
stent reagiert und lokal abstirbt. Der zweitgenannte Reak­
tionstyp stimmt mit früheren Ergebnissen von BEHNKE (1979, 
1980) überein. 
Da das Absterben der Kalluszellen des resistenten Klons auf 
einen Zusammenhang mit der hypersensitiven Reaktion des 
Knollengewebes hinweist und für diese die Akkumulation der 
Phytoalexine Rishitin und Lubimin charakteristisch ist (Kuc 
und RUSH, 1985), wurden die verschiedenen Kalli auch auf 
den Gehalt dieser beiden Phytoalexine untersucht. Weder in 
den nach Toxineinwirkung schwarz aussehenden Kalli des 
resistenten Klons noch in den durch Wachstumsdepressionen 
gekennzeichneten Kalli des anfälligen Klons waren Rishitin 
oder Lubimin nachweisbar. 
Zum Vergleich wurden auf toxinfreiem Medium wachsende 
Kalli mit einer Sporangiensuspension von P. infestans de 
Bary, Pathotyp 1 (100 Sporangien pro Kallus) inokuliert. Sie 
waren nach fünf Tagen mit Mycel überwachsen, zeigten aber 
keine Nekrosen und enthielten nach den gaschromatographi­
schen Untersuchungen ebenfalls weder Rishitin noch Lubi­
min. Auch nach dem Auftropfen des gereinigten Toxins in bis 
zu 20facher Konzentration auf Kalli wurden nach der bei 
Kartoffelknollen üblichen Inkubationszeit keine Nekrosen 
oder Verbräunungen festgestellt. 
Diskussion 
Aus den Ergebnissen kann gefolgert werden, daß es auch in 
vitro mindestens zwei Formen der Resistenzreaktion der Kar­
toffel-Pflanze auf Infektion mit Phytophthora infestans gibt: 
(1) Eine hypersensitive Reaktion, bei der die Pflanze durch
Nekrose der betroffenen Zellschichten das übrige Gewebe
schützt.
(2) Eine Reaktion des Gewebes auf das Toxin, die durch eine
Verminderung der Wachstumsrate angezeigt wird (zwi­
schen diesen beiden Reaktionstypen sind alle Übergänge
denkbar).
Im erstgenannten Fall (1) könnten möglicherweise kleine 
Segmente des Kallus durch rechtzeitiges Umsetzen auf toxin­
freies Medium vor dem völligen Absterben gerettet werden. 
Gelänge es bei der Kartoffel, wie von HELGESON et al. (1972) 
für Tabak gezeigt, daraus wieder Pflanzen zu regenerieren, so 
könnten die entstehenden Pflanzen auf Infektion mit Phyto­
phthora infestans wie der Kallus mit Nekrosen, d. h. überemp­
findlich und damit resistent, reagieren. Dieses Ergebnis zeigt, 
daß Genotypen, die auf Toxineinwirkung überempfindlich mit 
Nekrosen reagieren, in der In-vitro-Selektion im Einzellsta­
dium nicht erfaßt werden können, da gerade die resistenten 
Zellen absterben. 
Die Untersuchungen auf Lubimin und Rishitin im Kallusge­
webe deuten an, daß möglicherweise auch der Abwehrmecha­
nismus an der Knolle und im Kallus ein anderer ist, obwohl die 
sichtbare Reaktion, nämlich das Absterben der Zellen, gleich 
ist. In der Akkumulation der Phytoalexine im Kartoffelge­
webe wird ja ein Resistenzmechanismus gesehen, weil diese 
Substanzen innerhalb von drei Tagen nach der Toxinapplika-
Tab. 1. Reaktion zweier Kartoffel-Kallusklone auf zunehmende Konzentrationen von toxinhaltigem Phytophthora-Kulturfiltrat. 
Klon No. ,Toxin'-konz. Frischgewicht (mg) Trockengewicht (mg) 
Mittelwert Standardfehler Signifikanz Mittelwert Standardfehler Signifikanz 
15 Kontrolle 645,8 55,9 a*) 54,9 4,2 a 
lx 429,5 43,7 b 49,4 3,8 a, b 
2X 337,8 33,2 b 43,2 3,4 b 
17 Kontrolle 822,4 114,9 a 73,8 8,0 a 
lX 445,1 42,0 b 59,9 5,4 a, b 
2x 358,6 28,1 b 52,4 4,3 b 
*) Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikant verschiedene Mittelwerte für die Stufen innerhalb eines Klons (P = 0,05). Mittlere 
Sproßgewichte vor Versuchsbeginn: Klon Nr. 15 24,2 mg; Nr. 17 26,5 mg. 
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tion bereits eine Konzentration von weit über 100 µg/g Frisch­
gewicht erreichen können (BOSTOCK et al., 1983). Da der 
Gehalt der Kalli an Phytoalexinen nach Befall mit P. infestans
und Einwirkung des Toxins dieses Erregers unterhalb der 
Nachweisgrenze von 1 µg/g Frischgewicht lag, spielt dieser 
Resistenzmechanismus im Kallus offenbar keine Rolle. 
In dem zweiten Reaktionstyp (2), der mit BEHNKES (1979, 
1980) Ergebnissen übereinstimmt, können einige der toxinbe­
dingt nur langsam wachsenden Kalli zu normal wachsenden 
mutieren (,somaklonale Variation'). Dementsprechend ver­
hielten sich Pflanzen, die aus diesen mutierten Kalli regene­
riert wurden, anders als unselektierte Kontrollen; sie zeigten 
aber nicht die Überempfindlichkeitsreaktion, sondern ledig­
lich eine verminderte Anfälligkeit, die möglicherweise auf 
Veränderungen der Abwehrmechanismen während der Inku­
bationsphase des Pilzes beruht. 
Aus den hier dargestellten Beobachtungen an den verschie­
denen In-vitro- und In-vivo-Reaktionen auf das Toxin wird 
deutlich, daß die Pflanze sicher vielfältige Möglichkeiten hat, 
auf einen Krankheitsbefall_ zu reagieren. Unter zusätzlicher 
Einbeziehung der äußerst komplexen Wirt-/Parasit-Interak­
tion: Erkennen von Wirt und Pathogen, Eindringen, Ausbrei­
tung und Vermehrung des Pathogens, ist es deshalb unreali­
stisch anzunehmen, daß es ein generelles In-vitro-Selektions­
system für den gesamten Resistenzkomplex geben kann. Es ist 
eher anzunehmen, daß für jede Infektionsphase spezielle Test­
systeme ausgearbeitet werden müssen und die unterschiedli­
chen Resistenztypen miteinander züchterisch bis zu einem 
ausreichenden Resistenzniveau kombiniert werden können. 
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Ljubljana - Jugoslawien 
Staatlicher Pflanzenschutz in Jugoslawien 
Official plant protection in Yugoslavia 
Von J. Macek 
Zusammenfassung 
Der staatliche Pflanzenschutz in Jugoslawien beruht auf dem 
Bundespflanzenschutzgesetz (letzte Fassung aus dem Jahre 
1982) sowie auf Gesetzen der sechs Teilrepubliken und zweier 
autonomer Gebiete. Der staatliche Pflanzenschutzdienst ist 
nur für die Zulassung von Pflanzenschutzmitteln, die Fest­
legung von Toleranzen und Wartezeiten, die Pflanzenbeschau 
an den Grenzen und im Inland, die Koordinierung der den 
ganzen Staat betreffenden Pflanzenschutzaktionen, die Pflege 
internationaler Beziehungen und die Berichterstattung über 
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. (Braunschweig) 37. 1985 
das Auftreten der Pflanzenkrankheiten und -schädlinge 
zuständig. In seinen Bereich fallen nicht Beratung, Förderung 
und Forschung auf dem Gebiet des Pflanzenschutzes. Diese 
Tätigkeiten werden von verschiedenen anderen Selbstverwal­
tungs- und Genossenschaftskorporationen durchgeführt. 
Abstract 
The official plant protection in Yugoslavia is based on the federal 
Plant Protection Law (the newest version dating from 1982) and on 
resp. laws of the six republics and of two autonomic regions. The state 
